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　　［摘要］　目的　探讨嗜铬粒蛋白 Ａ（ｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎ，ＣＧＡ）衍生多肽 ｂＣＡＴ联合卡泊芬净
（ｃａｓｐｏｆｕｎｇｉｎ，ＣＡＳ）对白色念珠菌菌丝及成熟生物被膜的作用及机制。方法　以标准菌株 ＡＴＣＣ１０２３１
为研究对象，体外建立生物被膜模型，分别用 ｂＣＡＴ、ＣＡＳ、ｂＣＡＴ联合 ＣＡＳ作用于被膜，以 ＲＰＭＩ１６４０干
预作为空白对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ组）。ＸＴＴ法检测生物被膜代谢活性的变化，并计算抗成熟生物被膜５０％的
ＭＩＣ（ＭＢＩＣ５０），ＲＴＰＣＲ检测黏附因子 ＡＬＳ３的 ｍＲＮＡ表达，ＤＣＦＨＤＡ观察细胞内 ＲＯＳ含量的变化，
ＳＹＴＯ９／ＰＩ染色观察生物被膜通透性的变化。结果　ｂＣＡＴ及 ＣＡＳ抗成熟生物被膜的 ＭＢＩＣ５０分别为
３１０５、１２８μｇ／ｍＬ，两者联合使用时抗成熟被膜的 ＭＢＩＣ５０分别降至７７６、４μｇ／ｍＬ，ＲＴＰＣＲ检测结果显
示ｂＣＡＴ＋ＣＡＳ组处理被膜后ＡＬＳ３表达量为（１．７１±０．６５）％，与ｃｏｎｔｒｏｌ、ｂＣＡＴ（７７６μｇ／ｍＬ）、ＣＡＳ（４μｇ／ｍＬ）
组比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＲＯＳ含量为（４２８．９６±４７．６７）％，与ｃｏｎｔｒｏｌ、ｂＣＡＴ（７７６μｇ／ｍＬ）、
ＣＡＳ（４μｇ／ｍＬ）组比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ｂＣＡＴ＋ＣＡＳ组中死亡菌明显增加，菌丝相真菌明
显减少。结论　ＣＧＡ衍生多肽ｂＣＡＴ联合ＣＡＳ具有协同抗成熟被膜作用，其机制可能与降低黏附因子
ＡＬＳ３的表达而抑制菌丝的形成、增加ＲＯＳ含量造成氧化损伤相关。
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ｂｙＲＴＰＣＲ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｃｏｎｔｅｎｔ（ＲＯＳ）ｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＤＣＦＨＤＡ．ＳＹＴＯ９／ＰＩ
ｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｆｕｎｇａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅＭＢＩＣ５０ａｆｔｅｒｂＣＡＴａｎｄＣＡＳ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗａｓ３１０５ａｎｄ１２８μｇ／ｍＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＡｎｄｔｈｅＭＢＩＣ５０ｏｆｂＣＡＴｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣＡＳｗａｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｏ７７６μｇ／ｍＬａｎｄ４μｇ／ｍＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＬＳ３ｉｎｔｈｅｂＣＡＴ＋ＣＡＳｇｒｏｕｐｗａｓ
（１．７１±０．６５）％，ｗｈｉｃｈｈａｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｆｒｏｍｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｂＣＡＴ（７７６μｇ／ｍＬ）ａｎｄＣＡＳ
（４μｇ／ｍＬ）ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅＲＯＳｃｏｎｔｅｎｔｗａｓ（４２８．９６±４７．６７）％，ｗｉｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
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　　白色念珠菌是侵袭性真菌感染最常见的病原微生
物，位居医院获得性感染的第４位，病死率高达３０％～
４０％［１－２］。生物被膜是白色念珠菌感染患者死亡的一个
危险因素［３］，由细胞外基质包裹真菌孢子、菌丝及假菌

丝组成，对抗真菌药物的耐药性增加是其重要特征，是

造成临床真菌感染迁延不愈和失败的主要原因［４－５］。

　　菌丝能增强白色念珠菌逃避宿主氧化应激的损
伤，是白色念珠菌侵袭及被膜成熟的重要条件 ［６－７］。

凝集素样黏附素 ３（ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎｌｉｋｅｓｅｑｕｅｎｃｅ３，ＡＬＳ３）
在菌丝形成过程中起关键作用。有研究将白色念珠菌

的ＡＬＳ３基因敲除后，敲除菌株对宿主细胞的黏附能力
下降，菌丝形成受到抑制，生物被膜形成受到抑制［８］。

　　卡泊芬净（ｃａｓｐｏｆｕｎｇｉｎ，ＣＡＳ）属棘白菌素类抗真
菌药物，在体外和体内有明显的抗生物被膜作用［９－１０］，

但ＣＡＳ治疗对生物被膜的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）是其抗浮游状态真菌细胞
的２００倍以上［１１］。

　　抗菌多肽（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＡＭＰｓ）是一系
列具有抗菌活性短肽的总称，是机体天然免疫的重要

组成部分［１２］。嗜铬粒蛋白 Ａ（ｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎ，ＣＧＡ）是
肾上腺髓质分泌的重要应激激素原之一，在牛、人等多

种种属内高度保守，其水解片段 ｂＣＡＴ（ｂｏｖｉｎｅ
ＣＧＡ３４４３５８）和ｂＣＨＲ（ｂｏｖｉｎｅＣＧＡ４７６６）具有抗菌活
性［１３］。我们的前期研究发现 ｂＣＡＴ能抑制白色念珠
菌生物被膜形成［１４］，但对于成熟生物被膜的作用及与

抗真菌药物联合作用未有研究。

　　开发新的抗真菌药物或联合应用现有药物均是目
前解决真菌生物被膜相关耐药问题的有效途径和方

法。目前，已有少量研究将 ＣＡＳ与抗菌物质（如植物
防御素ＨｓＡＦＰ１）联合作用以达到协同抗白色念珠菌
生物被膜的作用［１５－１６］。因此，本研究基于目前真菌生

物被膜耐药性这个焦点问题，联合使用抗菌多肽ｂＣＡＴ
与ＣＡＳ，探讨两种药物联用对白色念珠菌成熟生物被
膜中细胞形态、黏附素 ＡＬＳ３基因表达及细胞活性氧
含量产生的影响，旨在为难治性生物被膜感染提供新

的解决思路。

１　材料与方法

１．１　材料
　　白色念珠菌标准菌株 ＡＴＣＣ１０２３１购自北京中科
质检生物技术有限公司（中国）；ｂＣＡＴ（氨基酸序列：
ＲＳＭＲＬＳＦＲＡＲＧＹＧＦＲＧＰＧＬＱＬ，纯度：９５％，分子量：
２４２５．８４）由上海科肽生物科技有限公司合成（中国）。
３，３′［１（苯氨酰基）３，４四氮唑］二（４甲氧基６硝
基）苯磺酸钠（Ｓｏｄｉｕｍ３，３′［１（ｐｈｅｎｙｌａｍｉｎｏ）ｃａｒｂｏｎｙｌ］３，
４ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｉｓ（４ｍｅｔｈｏｘｙ６ｎｉｔｒｏ） ｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ
ａｃｉｄ，ＸＴＴ）、二甲基亚砜、甲萘醌、２′，７′二氯荧光黄双
乙酸 盐 （２′，７′Ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅ，
ＤＣＦＨＤＡ）、ＲＰＭＩ１６４０培养基均购自 Ｓｉｇｍａ公司（美
国），荧光染料ＳＹＴＯ９／ＰＩ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（美国），
ＹＰＤ（ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔＰｅｐｔｏｎｅＤｅｘｔｒｏｓｅＭｅｄｉｕｍ）液体培养
基、沙氏琼脂培养基（Ｓａｂｏｕｒａｕｄ’ｓＡｇａｒ，ＳＤＡ）购自索
莱宝公司（中国），磷酸盐缓冲液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）购自博士德生物工程有限公司（中国）。
注射用醋酸卡泊芬净购自默沙东公司（法国）。引物

由上海生工合成（中国）。真菌总 ＲＮＡ提取试剂盒购
自ＯＭＥＧＡ公司（美国），逆转录和ｑＲＴＰＣＲ试剂盒购
自上海创英生物科技有限公司（中国）。

１．２　菌种和培养条件
　　冻存于－８０℃的白色念珠菌标准菌株ＡＴＣＣ１０２３１
接种于ＳＤＡ平板，３７．０℃培养２４～４８ｈ，肉眼观察白
色菌落形成；挑选单个白色菌落接种于含有２ｍＬＹＰＤ
培养基的试管中，放置于摇床３７．０℃、１００ｒ／ｍｉｎ培养
２４ｈ以保证菌株的纯度与活力。离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，
１０ｍｉｎ）后 ＰＢＳ充分清洗 ＹＰＤ培养基，重复２次后加
入ＲＰＭＩ１６４０培养基，使用血细胞计数板计数调整菌
液浓度为１０６个／ｍＬ后放置于４℃备用。
１．３　ＸＴＴ法测ｂＣＡＴ和 ＣＡＳ抗白色念珠菌成熟生物

被膜［１７］

　　９６孔板中每孔加入１００μＬ菌液，保鲜膜覆盖创造
微氧环境后放入３７℃孵箱中生长２４ｈ形成生物被膜，
倒置显微镜下观察到孢子、菌丝体及假菌丝，ＰＢＳ充分

２７６ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



洗涤后采用两倍稀释法依次加入 ｂＣＡＴ、ＣＡＳ，使 ｂＣＡＴ
最终药物浓度为３１０５、１５５３、７７６、３８８、１９４μｇ／ｍＬ，ＣＡＳ
最终浓度为１２８、６４、３２、１６、８μｇ／ｍＬ，以不加入 ｂＣＡＴ
及ＣＡＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基作为空白对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ
组）。药物作用２４ｈ后ＰＢＳ充分洗涤未黏附的白色念
珠菌，每孔加入１００μＬＸＴＴ（０．５μｇ／ｍＬ）及甲萘醌混
合物（１μｍｏｌ／Ｌ）后避光放置于恒温箱中 ３７℃作用
２ｈ后使用多功能酶标仪测定 ４９０ｎｍ处的光密度值
［Ｄ（４９０）］。计算各实验组代谢活性（ｍｅｔａｂｏｌｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ）＝
［实验组Ｄ（４９０）／ｃｃｏｎｔｒｏｌ组Ｄ（４９０）］×１００％，当代谢
活性小于５０％时认为抗成熟生物被膜有效，此时的药
物浓度记为ＭＢＩＣ５０。每次设置３个实验孔重复３次。
１．４　棋盘法测定 ｂＣＡＴ联合 ＣＡＳ对白色念珠菌生物

被膜的作用

　　生物被膜培养方法及代谢活性检测同 １．３，棋盘
稀释法加药简述如下：ｂＣＡＴ及 ＣＡＳ从低于 ＭＢＩＣ５０下
一个浓度开始用 ＲＰＭＩ１６４０倍比稀释，各取 ５０μＬ分
别加入已培养生物被膜平板（方法同 １．３）的行与列
上，３７℃孵箱中作用 ２４ｈ后测生物被膜的代谢活性
（方法同１．３）。以协同抗菌指数（ＦＩＣＩ）来判定药物的
相互作用方式，公式为：ＦＩＣＩ＝（联合用药时 Ａ药
ＭＩＣ／单独应用Ａ药时ＭＩＣ）＋（联合应用 Ｂ药时 ＭＩＣ／
单独应用Ｂ药时ＭＩＣ）。ＦＩＣＩ指数为≤０．５、＞０．５～１、
＞１～２、＞２时分别表示协同、相加、无关、拮抗作用。每
次设置３个实验孔并重复３次。
１．５　激光共聚焦观察生物被膜活死菌变化
　　使用ＳＹＴＯ９／ＰＩ荧光染料对被膜细胞进行荧光标
记，其中ＳＹＴＯ９能将成熟生物被膜中活的真菌细胞标
记为绿色荧光，而 ＰＩ能透过死亡的真菌细胞，标记为
红色荧光。将处理后的生物被膜使用无菌水冲洗

２遍，加入２００μＬＳＹＴＯ９／ＰＩ染料，室温避光孵育３０ｍｉｎ，
无菌水洗去残留染料，激光共聚焦显微镜观察被膜活

死菌变化，并使用ＩｍａｇｅＪ软件进行荧光定量分析。
１．６　ＤＣＦＨＤＡ测细胞内活性氧（ＲＯＳ）含量［１８－１９］

　　根据１．３方法处理成熟生物被膜后将孔板内生物
被膜刮出，血细胞计数板调整菌液浓度为１０６个／ｍＬ，
加入１００μＬＤＣＦＨＤＡ溶液（溶于ＤＭＳＯ中，最终浓度
１０μｇ／ｍＬ），使用多功能酶标仪测 ３７℃下 ＤＣＦＨＤＡ
作用０ｍｉｎ（Ｆ０）及３０ｍｉｎ（Ｆ３０）后的荧光量（激发波长
４８８ｎｍ，发射波长５２０ｎｍ）。根据公式计算ＲＯＳ相对
含量：ＲＯＳ相对含量（％）＝［（Ｆ３０－Ｆ０）／Ｆ０］×１００％。
１．７　ＲＴＰＣＲ检测被膜黏附因子ＡＬＳ３ｍＲＮＡ的表达
　　使用真菌ＲＮＡ提取试剂盒提取总 ＲＮＡ，核酸测
定仪（ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００／２０００ｃ）检测总ＲＮＡ纯度和浓度，

用２ＸＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭＩＸ试剂盒将总 ＲＮＡ反转
录为 ｃＤＮＡ用于 ＰＣＲ扩增，使用 ＥｖａｎＧｒｅｅｎｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ进行 ＰＣＲ定量。ＰＣＲ反应体系为：ＰＣＲ
Ｍｉｘ１０μＬ，基因上下游引物各０．２５μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ，
超纯水补至终体积为２０μＬ。反应参数为：９５℃预变
性１０ｍｉｎ，４０个循环包括 ９５℃变性 １５ｓ，退火 ６０℃
６０ｓ。用ＢｉｏＲａｄＣＦＸ９６荧光定量ＰＣＲ仪进行检测和
分析，ｍＲＮＡ的表达量以２（－ΔＣｔｓａｍｐｌｅΔＣｔｃｏｎｔｒｏｌ）来计算。引
物 序 列 如 下：ＡＬＳ３正 义 链：５′ＴＡＡＴＧＡＴＧＧＴＧ
ＧＣＡＡＧＡＡ３′，ＡＬＳ３反义链：５′ＴＡＧＣＧＡＡＴＣＣＣＡＴＴＧ
ＴＡＣ３′，ＡＣＴ１正 义 链：５′ＧＣＴＧＧＴＡＧＡＧＡＣＴＴＧＡＣ
ＣＡＡＣＣＡ３′，ＡＣＴ１反义链：５′ＧＡＣＡＡＴＴＴＣＴＣＴＴＴＣＡＧ
ＣＡＣＴＡＧＴＡＧＴＧＡ３′。
１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０软件分析、ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ５作图，
计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方差分
析，其两两比较使用 ＤｕｎｎｅｔｔＴ３检验，检验水准 α＝
０．０５。

２　结果

２．１　ｂＣＡＴ联合ＣＡＳ具有协同抗菌作用
　　ＸＴＴ检测结果显示，ｂＣＡＴ及 ＣＡＳ抗成熟被膜
ＭＢＩＣ５０分别为 ３１０５μｇ／ｍＬ、ＣＡＳ１２８μｇ／ｍＬ。ｂＣＡＴ
浓度为３１０５μｇ／ｍＬ时，生物被膜代谢活性为（４４．２５±
５．２６）％，不同 ｂＣＡＴ浓度比较差异具有统计学意义
（Ｆ＝５５．７１，Ｐ＜０．０５），两两比较发现各组与３１０５μｇ／ｍＬ
组相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１Ａ）。不同
浓度ＣＡＳ作用后生物被膜活性改变如图 １Ｂ所示，当
ＣＡＳ浓度为１２８μｇ／ｍＬ时，被膜代谢活性为（４１．９９±
１１．８８）％，组间比较差异具有统计学意义（Ｆ＝４４．４３，
Ｐ＜０．０５），两两比较发现各组与３１０５μｇ／ｍＬ组相比，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。采用棋盘稀释法检
测ｂＣＡＴ联合 ＣＡＳ抗成熟被膜作用，当 ｂＣＡＴ浓度
７７６μｇ／ｍＬ联合ＣＡＳ浓度４μｇ／ｍＬ时，成熟被膜代谢
活性为（４６．６６±１．６２）％（图１Ｃ），ＦＩＣＩ值为（０．２８１２５，
＜０．５），两者联合使用具有协同抗菌作用。
　　倒置显微镜观察白念珠菌酵母菌丝态的转换，实
验结果显示，在加药作用 ２４ｈ后，ｃｏｎｔｒｏｌ组菌丝形态
形成正常（图１Ｄ），视野下见大量菌丝相真菌。ｂＣＡＴ
（７７６μｇ／ｍＬ）和ＣＡＳ（４μｇ／ｍＬ）单独作用不能有效抑
制白念珠菌酵母菌丝态转换，但与 ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，菌
丝形成较短（图 １Ｄ）。联合作用时，菌丝相细胞明显
减少 （图１Ｄ）。
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Ａ：ｂＣＡＴ抗成熟生物被膜　ａ：Ｐ＜０．０５，与ｂＣＡＴ浓度为３１０５μｇ／ｍＬ比较；Ｂ：ＣＡＳ抗成熟生物被膜　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＣＡＳ
浓度为１２８μｇ／ｍＬ比较；Ｃ：棋盘稀释法检测ｂＣＡＴ与ＣＡＳ联合使用抗白色念珠菌成熟生物被膜　热图中红色代表成熟
生物被膜１００％代谢活性，蓝色代表３０％代谢活性；Ｄ：倒置显微镜观察白色念珠菌形态（×４００）

图１　ｂＣＡＴ协同ＣＡＳ抗成熟生物被膜

２．２　ＰＣＲ检测黏附因子ｍＲＮＡ表达量及荧光酶标仪
检测ＲＯＳ含量的变化

　　ＲＴＰＣＲ结果显示，单用ｂＣＡＴ与ＣＡＳ时ＡＬＳ３基
因表达分别为（１２．４８±５．３０）％、（３．７４±１．１０）％，两者
联合作用后ＡＬＳ３表达量为（１．７１±０．６５）％，经单因素
方差分析比较，组间差异具有统计学意义（Ｆ＝２９．７３３，
Ｐ＜０．０５），两两比较采用 Ｔ３检验，发现 ｃｏｎｔｒｏｌ、ｂＣＡＴ、
ＣＡＳ组与 ｂＣＡＴ＋ＣＡＳ组比较，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图２Ａ）。对于 ＲＯＳ含量的检测，发现各组
被膜ＲＯＳ含量分别为，ｃｏｎｔｒｏｌ组：（５８．６９±２５．４６）％，
ｂＣＡＴ组：（９５．８９±１７．１８）％，ＣＡＳ组：（１１４．０６±
４７．６４）％，ｂＣＡＴ＋ＣＡＳ组：（４２８．９６±４７．６７）％，ｂＣＡＴ

联合ＣＡＳ明显增加了ＲＯＳ含量，组间差异具有统计学
意义（Ｆ＝１９２．５０３，Ｐ＜０．０５），与 ｂＣＡＴ＋ＣＡＳ组比较，
ｃｏｎｔｒｏｌ、ｂＣＡＴ、ＣＡＳ组差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
图２Ｂ）。
２．３　激光共聚焦显微镜观察生物被膜活死菌变化
　　激光共聚焦显微镜观察ＳＹＴＯ９／ＰＩ染色后白色念
珠菌的活性变化，绿色代表活菌，红色代表死菌。结果

显示 ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｂＣＡＴ、ＣＡＳ组以绿色荧光为主，其中
ｂＣＡＴ组及 ＣＡＳ组见少量红色荧光，表明活菌数较多
（图３Ａ～Ｃ）。而在ｂＣＡＴ＋ＣＡＳ组中见大量红色荧光，
绿色荧光较少，表明死菌数增加（图３Ｄ），各组具体荧
光强度变化见表１。
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图２　生物被膜黏附因子ＡＬＳ３基因表达量及被膜内细胞ＲＯＳ含量的变化
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生长成熟的白色念珠菌生物被膜在ｂＣＡＴ、ＣＡＳ作用２４ｈ后ＳＹＴＯ９／ＰＩ染色，使用激光共聚焦观察白色念珠菌细
胞的活性变化，其中绿色荧光表示活菌，红色荧光表示死菌　Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ组；Ｂ：ｂＣＡＴ（７７６μｇ／ｍＬ）组；Ｃ：ＣＡＳ
（４μｇ／ｍＬ）；Ｄ：ｂＣＡＴ（７７６μｇ／ｍＬ）＋ＣＡＳ（４μｇ／ｍＬ）组

图３　激光共聚焦观察生物被膜活死菌变化　（×１００）

表１　ＩｍａｇｅＪ定量白色念珠菌生物被膜荧光强度变化

组别 荧光 区域 平均荧光强度

ｃｏｎｔｒｏｌ组
绿色荧光 １０４８５７６ ２１４６５．６３
红色荧光 １０４８５７６ ３６．１０

ｂＣＡＴ组
绿色荧光 １０４８５７６ １４７９８．２４
红色荧光 １０４８５７６ ３９１５．１１

ＣＡＳ组
绿色荧光 １０４８５７６ １５０５４．１７
红色荧光 １０４８５７６ １１８３．０８

ｂＣＡＴ＋ＣＡＳ组
绿色荧光 １０４８５７６ ３２６４．００
红色荧光 １０４８５７６ １１５３０．３７

３　讨论

　　生物被膜的形成是白色念珠菌的主要耐药机制，
白色念珠菌形成生物被膜的能力与患者感染死亡率密

切相关［２０］。目前临床使用抗真菌药物如氟康唑对成

熟生物被膜基本无作用，两性霉素Ｂ脂质体和ＣＡＳ虽
然被证实能治疗被膜感染，但其 ＭＢＩＣ５０明显升高，大
大增加毒副作用［２１］。因此，针对成熟生物被膜治疗的

研究已经迫在眉睫。

　　抗真菌药物联合用药是指将抗真菌药物与非抗真

菌药联合使用，或者两种及以上抑制真菌生长代谢不

同阶段或不同靶点的抗真菌药物联合应用，从而产生协

同抗真菌作用，降低了使用高剂量药物的副作用［２２］。

ＣＡＳ属棘白菌素类抗菌素，能通过抑制真菌细胞壁的
β（１，３）Ｄ葡聚糖合成［２３］，破坏成熟被膜的细胞壁。

ｂＣＡＴ（ｂＣＧＡ３４４３６４）是ＣＧＡ衍生的具有抗菌活性的
多肽片段，ｂＣＧＡ３４４３５８是其活性中心，为阳离子多肽
（＋５）并富含脯氨酸，能穿透细胞膜，到达细胞内，发挥
抗菌作用［２４－２５］。本研究通过二倍稀释法研究发现

ｂＣＡＴ及 ＣＡＳ单独作用于成熟的生物被膜的 ＭＢＩＣ５０
分别为３１０５、１２８μｇ／ｍＬ，对比抗浮游状态念珠菌的
浓度明显增加。并通过棋盘稀释法联合使用 ｂＣＡＴ及
ＣＡＳ联合作用于成熟被膜的 ＭＢＩＣ５０为 ７７６μｇ／ｍＬ＋
４μｇ／ｍＬ。明显降低了 ｂＣＡＴ及 ＣＡＳ的用量，并且具
有协同作用（ＦＩＣＩ＜０．５）。
　　黏附是被膜形成的第一步，酵母相菌丝相的转变是
生物被膜形成的重要环节，黏附因子的高表达在此过程

中产生重要作用［２６－２７］。ＡＬＳ３是黏附蛋白家族中重要的
黏附素，在成熟生物被膜中高表达［２８］。ＭＡＮＯＨＡＲＮ

５７６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（７）



等［２９］的研究证实，降低 ＡＬＳ３基因的表达能抑制菌丝
形成，从而抑制被膜的形成。我们的研究发现 ｂＣＡＴ
及ＣＡＳ能有效降低 ＡＬＳ３基因的表达，联合使用更显
著，从而抑制白色念珠菌孢子向菌丝的转变，发挥抗成

熟被膜的作用。

　　此外，通过不触发ＲＯＳ的产生来逃避中性粒细胞
的杀伤作用，也是白色念珠菌通过被膜产生耐药的重

要机制之一［３０］。ＲＯＳ是细胞代谢的副产物，当胞内
ＲＯＳ水平超过其自身代谢水平，过多的ＲＯＳ会破坏细
胞大分子，如蛋白质、ＤＮＡ等，造成细胞损伤，最终导
致细胞死亡［３１］。已有研究证实增加 ＲＯＳ具有抗白色
念珠菌生物被膜的作用［３２－３３］。本研究结果证实 ｂＣＡＴ
联合ＣＡＳ能增加成熟生物被膜ＲＯＳ含量。同时，通过
激光共聚焦发现 ｂＣＡＴ与 ＣＡＳ联合作用于成熟被膜
后，生物被膜中死菌（红色荧光）明显增加，表明与

ＣＡＳ的联合使用增加了ｂＣＡＴ穿透细胞的能力，引起细
胞内环境的变化，增加ＲＯＳ含量，造成细胞损伤明显。
　　生物被膜是真菌为适应环境变化做出的改变，一
旦形成后，针对浮游状态的药物常规 ＭＩＣ值便不能达
到有效抗菌的效果。本研究发现 ｂＣＧＡ衍生多肽
ｂＣＡＴ联合 ＣＡＳ具有协同抗成熟生物被膜的作用，抑
制及破坏已形成的菌丝，可能机制与降低 ＡＬＳ３表达、
增加细胞膜通透性及细胞内 ＲＯＳ含量有关。本研究
具有一定的临床前景，有望为临床真菌难治性生物被

膜感染的治疗思路提供依据。本研究也存在一定局限

性，如仅从标准菌株进行研究，未对临床菌株进行相关

研究。
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